果蝇zeste基因增强子同源物2（enhancer of zeste homolog 2，EZH2）是多梳蛋白复合物PRC2中的核心成员，其SET功能域是PRC2中的催化亚基，能特异性地将组蛋白H3上第27位赖氨酸残基（H3-K27）甲基化形成H3K27m3进而改变染色质构象、沉默相关靶基因的转录[@b1]。这些靶基因涉及基本的细胞信号过程，包括细胞周期调控、衰老、DNA修复、细胞分化及增殖[@b2]--[@b3]。有研究显示，EZH2在伴有髓外浸润的急性髓系白血病（AML）患者中表达明显高于无髓外浸润的AML患者，提示EZH2有可能在白血病细胞侵袭中发挥重要作用[@b4]。本研究中，我们以HL-60细胞为研究对象，通过小干扰RNA（siRNA）及EZH2抑制剂DZNeP研究EZH2对白血病细胞侵袭的影响及机制。

对象与方法 {#s1}
==========

1．细胞来源：白血病细胞株HL-60、Kasumi-1、THP-1及K562细胞均为本实验室保存，用含10% FBS的RPMI 1640培养基于37 °C、5% CO~2~、饱和湿度的培养箱中培养。AML原代细胞来自我院初诊的40例AML患者骨髓单个核细胞标本，FAB分型：M~0~ 3例，M~1~ 13例，M~2~ 12例，M~3~ 6例，M~4~ 3例，M~5~ 3例。对照细胞来自7例缺铁性贫血患者骨髓单个核细胞标本。标本的取得均符合伦理学要求。

2．主要试剂：RPMI 1640培养液购自美国Gibco公司；FBS购自杭州四季青生物工程材料有限公司；RT-PCR试剂盒购自深圳富酶泰斯生物技术有限公司；siRNA-Mate转染试剂购自上海吉玛制药技术有限公司；RIPA裂解液、BCA蛋白测定试剂盒均购自上海碧云天生物技术有限公司；Matrigel及Transwell小室为美国BD Biosciences公司产品。Taq酶、M-MLV逆转录酶均购自美国IBM公司；抗EZH2兔抗人单克隆抗体购自美国Santa Cruz公司；抗基质金属蛋白酶（MMP）-2、MMP-9兔抗人多克隆抗体购自美国ProteinTech公司；EZH2抑制剂DZNeP购自美国Selleck公司。

3．引物设计：EZH2、MMP-2、MMP-9引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。β-actin上游引物：5′-CGTGGACATCCGCAAAGA-3′，下游引物：5′-GAAGGTGGACAGCGAGGC-3′；EZH2上游引物：5′-ACGGCTTCCC AATAACAGTAG-3′，下游引物：5′-TTGACACCGAGAATTTGCTTC-3′；MMP-2上游引物：5′-GCGGCGGTCACAGCTACTT-3′，下游引物：5′-CACGCTCTTCAGACTTTGGTTCT-3′；MMP-9上游引物：5′-CGAACTTTGACAGCGACAAGA-3′，下游引物：5′-AGGGCGAGGACCATAGAGG-3′。

4．DZNeP处理HL-60细胞：取对数生长期HL-60细胞，以3.0×10^5^/ml密度接种于6孔板中，药物处理组加入DZNeP，终浓度为2 mmol/L；阴性对照加入等量DMSO溶液，分别培养24 h及48 h后进行qRT-PCR、Western blot及细胞侵袭能力检测。

5．EZH2 siRNA转染HL-60细胞：取对数生长期HL-60细胞，以3.0×10^5^/ml密度接种于6孔板中。根据转染试剂说明书配制siRNA转染复合物，设计E1、E2及E3三段干扰片段，EZH2 siRNA及阴性对照序列由上海吉玛制药技术有限公司设计和合成，共E1、E2和E3三对干扰序列，见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### EZH2基因小干扰RNA序列

  序号   基因名称                        基因序列（5′-3′）
  ------ ------------------------------- -------------------------------
  E1     EZH2-homo-614                   正义链：GGAUGGUACUUUCAUUGAATT
         反义链：UUCAAUGAAAGUACCAUCCTT   
  E2     EZH2-homo-1275                  正义链：CGGCUUCCCAAUAACAGUATT
         反义链：UACUGUUAUUGGGAAGCCGTT   
  E3     EZH2-homo-2167                  正义链：GAGGGAAAGUGUAUGAUAATT
         反义链：UUAUCAUACACUUUCCCUCTT   

将siRNA室温放置20 min后将转染混合物加入细胞悬液，并设立空白对照组（未加入转染试剂）及转染阴性对照序列组，转染8 h后更换培养基，继续培养48 h收集细胞，通过qRT-PCR及Western blot检测干扰效果，经验证E2组干扰效率最高（0.20±0.04），故选用E2组干扰序列进行后续生物学检测。

6．qRT-PCR测定EZH2、MMP-2、MMP-9基因mRNA表达水平：用TRIzol试剂抽提总RNA，采用逆转录试剂盒合成cDNA。反应体系25 µl：cDNA 3 µl，上下游引物各0.5 µl，探针0.3 µl，TaqMan通用PCR Mastermix 12.5 µl，灭菌水8.2 µl。反应条件：95 °C 5 min，95 °C 10 s，56 °C 20 s，72 °C 20 s，共40个循环。实验设2个复孔。

7．Western blot法检测EZH2、MMP-2、MMP-9蛋白表达：在冰浴条件下裂解细胞，提取总蛋白，BCA法测蛋白浓度，行SDS-PAGE，转膜，50 g/L脱脂奶粉封闭。加一抗稀释液（1∶200）4 °C过夜，洗膜后加HRP标记的二抗（1∶10 000）室温下孵育2 h，ECL显色5\~10 min，拍照，以β-actin为内参分析EZH2、MMP-2、MMP-9蛋白相对表达水平。

8．细胞侵袭能力检测：用RPMI 1640培养基，按5∶1稀释人工基质Matrigel，约60 µl/小室，铺入Transwell小室，37 °C培养6 h，使用前加入少量无血清培养基进行基底膜的水化。DZNeP处理后或者EZH2 siRNA干扰后的HL-60细胞按每孔1×10^5^细胞接种水化后的Transwell小室，小室的下室加入0.5ml含20% FBS的RPMI 1640培养基用以趋化，37 °C、5% CO~2~培养24 h，24 h后移去小室，计数进入下室的细胞，按公式计算穿透率。

$$穿透率（\% ）＝\ \frac{下室细胞数}{上室接种细胞总数} \times \text{1}00\%$$

9．统计学处理：采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。将EZH2基因的相对表达量乘以1 000后取以10为底的对数（lg），以处理后的数据行两独立样本*t*检验。独立实验重复3次，实验数据用均数±标准差表示。细胞侵袭能力的组间比较采用*t*检验，*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．AML原代细胞及AML细胞株EZH2的表达：qRT-PCR结果显示，AML患者EZH2 mRNA表达水平（2.01 ± 0.65）显著高于对照组（1.43±0.21）（*t*＝4.446，*P*\<0.001）。白血病细胞株HL-60、Kasumi-1、THP-1及K562细胞中EZH2 mRNA和蛋白表达水平也明显增高（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![白血病细胞株中EZH2 mRNA（A）及蛋白（B）的表达水平\
1：正常对照；2：HL-60细胞；3：Kasumi-1细胞；4：THP-1细胞；5：K562细胞](cjh-38-09-794-g001){#figure1}

2．转染EZH2 siRNA对HL-60细胞EZH2蛋白表达的影响：HL-60细胞转染EZH2 siRNA 48 h后提取EZH2蛋白，Western blot检测结果表明HL-60细胞转染EZH2 siRNA 48 h后EZH2蛋白表达水平（0.203±0.042）明显低于空白对照组（0.983 ± 0.029）及转染阴性对照序列组（0.903 ± 0.116）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。表明EZH2可被有效沉默。

![转染EZH2小干扰RNA对HL-60细胞EZH2蛋白表达水平\
1：空白对照；2：转染阴性对照序列；3：转染E1序列；4：转染E2序列；5：转染E3序列](cjh-38-09-794-g002){#figure2}

3．EZH2抑制剂DZNeP对EZH2蛋白表达的影响：DZNeP作用HL-60细胞，24 h和48 h后收集细胞，RT-PCR检测证实EZH2 mRNA表达无明显改变（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}），Western blot显示EZH2表达明显下降，提示DZNeP从蛋白水平下调EZH2表达（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。

![DZNeP处理HL-60细胞不同时间MMP-2、MMP-9、EZH2 mRNA（A）和蛋白（B）表达水平\
1\~3分别为处理0、24、48 h](cjh-38-09-794-g003){#figure3}

4．下调EZH2水平对HL-60细胞侵袭力的影响：DZNeP处理HL-60细胞48 h后，通过Transwell小室侵袭实验比较HL-60细胞侵袭能力的变化，结果显示DZNeP处理组的穿透率\[（19.31±0.79）%\]明显低于阴性对照组\[（30.3± 0.87）%\]（*t*＝−22.907，*P*\<0.001）。HL-60细胞转染EZH2 siRNA 48 h后，侵袭实验显示转染组的穿透率\[（26.08 ± 0.98）%\]低于空白对照组\[（32.16±0.48）%\]及转染阴性对照序列组\[（33.40±0.38）%\]。提示下调EZH2水平减弱HL-60细胞的侵袭能力。

5．下调EZH2水平对MMP-2、MMP-9 mRNA和蛋白水平表达的影响：DZNeP处理HL-60细胞24、48 h后，MMP-2、MMP-9 mRNA表达下调，而且随着处理时间延长，MMP-2、MMP-9 mRNA水平明显下降（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}）。Western blot显示MMP-2、MMP-9蛋白表达也明显下降（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。EZH2 siRNA干扰HL-60细胞48 h后，qRT-PCR检测MMP-2 mRNA表达水平（0.71±0.06）低于空白对照组（1.00±0.09）及转染阴性对照序列组（1.07±0.09），MMP-9 mRNA表达水平（0.71±0.03）低于空白对照组（1.00±0.03）及转染阴性对照序列组（0.96±0.02），MMP-2、MMP-9蛋白水平也较空白对照组及转染阴性对照序列组表达下降（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![转染EZH2小干扰RNA的HL-60细胞MMP-2、MMP-9蛋白表达水平\
1：空白对照；2：转染阴性对照序列；3：转染EZH2 siRNA](cjh-38-09-794-g004){#figure4}

讨论 {#s3}
====

EZH2在一系列恶性肿瘤中高表达，涉及胰腺癌、前列腺癌、直肠癌、肉瘤、淋巴瘤等，高表达EZH2和肿瘤分期、侵袭转移及预后不良密切相关[@b5]--[@b6]。

本研究我们发现EZH2 mRNA在初诊AML患者骨髓单个核细胞中表达水平显著高于对照组，同时EZH2在AML细胞株中也呈现高表达，提示高表达EZH2可能参与AML的发生、发展。本研究我们以HL-60细胞株为研究对象，通过下调EZH2表达水平研究其对白血病细胞株侵袭力的影响。我们发现2 mmol/L浓度DZNeP处理HL-60细胞48 h后，穿透到Transwell小室下层的白血病细胞较对照组明显减少，提示下调EZH2蛋白表达水平减弱了白血病细胞的侵袭力，但是DZNeP不仅抑制EZH2的功能也抑制其他PRC2复合物，如SUZ12、EED的功能，故而我们又通过siRNA特异性下调EZH2蛋白表达水平，结果显示特异性下调EZH2蛋白水平表达后，HL-60的侵袭能力也明显下降，提示特异性下调EZH2表达减弱HL-60细胞侵袭能力，EZH2有可能参与白血病细胞的侵袭及转移。

EZH2和恶性肿瘤侵袭、转移密切相关以及其可能的机制已经有了相关的研究报道。Rao等[@b7]研究报道EZH2在转移卵巢癌中表达升高，通过siRNA下调EZH2表达使卵巢癌细胞的侵袭能力明显下降。Shin及Kim[@b8]在前列腺癌的研究中发现EZH2抑制组织金属蛋白酶抑制剂TIMP2、TIMP3的表达，进而上调MMP-9的表达，增强肿瘤细胞的侵袭能力。本研究结果显示下调EZH2表达减弱了白血病细胞株HL-60细胞的侵袭能力，我们对其机制进行了进一步研究。我们发现下调EZH2蛋白表达后，下调MMP-2、MMP-9的转录水平，进而下调其蛋白表达水平，提示EZH2有可能通过调节MMP-2及MMP-9表达影响白血病细胞的侵袭能力。肿瘤细胞的侵袭能力涉及多个方面，而肿瘤周围基质屏障的降解是肿瘤发生浸润和转移的第一步，MMP是一组锌依赖的蛋白水解酶，能够降解多种细胞外基质和基底膜，包括胶原酶、明胶酶、基质溶解酶和膜型MMPs，其中明胶酶（主要为MMP-2和MMP-9）能降解细胞外Ⅳ型胶原、纤维连接蛋白及层黏连蛋白等成分，直接参与肿瘤细胞的浸润与转移。研究显示MMP-2、MMP-9的表达水平与白血病细胞的侵袭能力密切相关，是影响白血病患者预后的重要因素[@b9]--[@b10]。本研究提示EZH2有可能通过调节MMP-2、MMP-9的表达参与白血病细胞的侵袭及转移。EZH2是否能做为判断AML患者预后的影响因素值得进一步探究。
